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猪 源 益生 芽孢 杆菌 的 分 离 鉴 定 与 生物 学 特性 分 析 ! 


EE! EWR! 任 志 鸿 ! ARTE 

(1. 西 南大 学 生物 技术 学 院 , 重庆 400715; 2. 中 国 疾病 预防 控制 中 心 传染 病 预防 控制 所 ， 传 
染病 预防 控制 国家 重点 实验 室 ， 北 京 102206) 

摘 ”要 : 本 研究 旨 在 从 健康 猪 肠 道 正 常 菌 群 中 筛选 出 性 能 良好 的 芽孢 杆菌 ， 以 用 于 提高 饲料 


利用 率 、 减少 猪 消化 道 感染 及 减少 感染 后 抗生素 的 使 用 。 本 研究 精 选 重 庆 偏远 山区 从 未 添 食 


配合 饲料 且 生 产 性 能 优良 的 经 产 母 猪 ， 从 其 新 鲜 凑 便 中 分 离 耐 酸 、 耐 胆 盐 的 芽孢 杆菌 ， 


步 筛选 能 同时 产 演 粉 酶 、 


列 的 分 子 鉴定 。 


进 一 


纤维 素 酶 和 蛋白酶 的 菌株 ， 最 后 进行 生化 鉴定 和 基于 16S rDNA 序 


ARR, WIE iE H TER RE E TAKE E 


纤维 素 酶 、 和 蛋白 酶 的 芽孢 


杆菌 ， 它 们 在 pH 3.0 条 件 下 处 理 2 h 存 活 率 为 30%~90%， 在 0.5% 胆 盐 中 处 理 2 h 存 活 率 为 


40% 一 100%。 经 生 


芽孢 杆菌 。 由 结果 可 知 ， 本 研究 
纤维 素 酶 和 蛋 
MER; 芽孢 杆菌 ， 生 化 鉴定 ; 


分 泌 淀粉 酶 、 
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化 鉴定 与 分 子 鉴定 为 1 株 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 ，1 株 地 衣 芽 孢 杆菌 ， 
第 选 的 7 株 芽孢 杆菌 能 耐 受 低 pH 和 高 胆 盐 环境 ， 且 具备 同时 
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超级 耐 药 菌株 严重 威胁 着 人 类 的 健康 , 开发 微生物 添加 剂 是 


蔡 代 饲料 抗生素 的 重要 方向 。 我 国 于 2013 年 批准 了 34 种 可 直接 添加 的 微生物 , 美国 食品 药物 


YR ELE 


用 诱 变 育种 提高 其 产 酶 能 力 ， 使 D/d 值 翻 1 倍 。 


种 酶 的 产生 能 力 ， 
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司 时 具 
酶 3 种 胞 外 酶 的 芽孢 杆菌 


AEK- 


备 分 泌 多 种 胞 外 酶 能 力 的 芽孢 杆菌 尚未 作 研究 .能 同时 分 
能 更 大 限度 地 发 挥 其 营养 效果 。 本 研究 拟 从 偏远 山 


(D/d) 值 在 2~4。 JONAS), 谢 凤 行 等 


管理 局 (FEDA) 批准 42 种 ， 其 中 芽孢 杆菌 占 6 种 目 。 
氧 作用 抑制 病原 性 细菌 外 , 还 通 
利用 率 ， 从 而 促进 畜 
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区 农户 未 饲 用 混合 饲料 且 生 产 性 能 优良 的 经 产 母 猪 凑 便 中 筛选 出 对 低 pH 和 高 胆 盐 有 较 好 的 
耐 受 性 ， 且 同时 产 淀粉 酶 、 纤 维 素 酶 和 蛋白 酶 的 芽孢 杆菌 菌株 ， 为 饲 用 益生 菌 专 一 性 制剂 产 
开发 和 应 用 打下 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 

新 鲜 粪 便 ， 采 自重 庆 北 碚 散户 饲养 的 太湖 母 猪 。 

参考 菌株 S1-2， 来 自 富 硒 -枯草 芽孢 杆菌 饲料 添加 剂 〈 活 菌 数 5SX 10!° CFU/g， 神 微生物 


20 
= 


菌 种 科技 有 限 公 司 ，GB/125884 一 2010) 。 


LB 培养 基 、 演 粉 培养 基 、 栈 素 培养 基 、 羧 甲 基 纤 维 素 钠 培养 基 、 牛 胆 盐 、 盐 酸 。 
APISOCHB/E 和 API50CH《〈 北 京 威 泰 科 生 物 技 术 有 限 公 司 ) 、DNA 提取 试剂 盒 〈《 北 京 擎 科 
生物 新 业 生物 技术 有 限 公 司 ) 。 


1.2 试验 方法 


1.2.1 SEALE bal A Ii 


取 少 


凌 便 标本 解冻 ， 震 荡 混 匀 后 分 装 。 取 1 份 业 便 样品 于 80 ‘C 水 浴 15 min, 梯度 稀 


地 


释 后 涂 布 于 LB 琼脂 平板 ， 每 板 50 AL， 于 37 CF 18~24h 后 挑 取 不 同 单 菌落 纯化 2 代 。 


1.2.2 ”耐酸 及 耐 胆 盐 试验 


挑 取 生长 旺盛 的 单 菌落 到 1mLLB 培养 基 中 ， 于 37 CRA (120 r/min) 培养 6h 后 ， 


按 5% 的 接种 量 转 入 pH 3.5 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 中 ， 对 照 组 为 pH 7.0 的 PBS，2h 后 将 


菌 液 进行 梯度 稀释 涂 板 , 每 个 梯度 2 个 重复 。 于 37 CJE 18h 后 进行 平板 活 菌 计数 并 按 下 
式 计算 存 活 率 。 


存活 率 (%) =〔( 试 验 组 菌落 数 /对 照 组 菌落 数 ) x100。 


挑 取 耐酸 试验 存活 率 高 于 40% 的 菌株 进行 耐 胆 盐 试验 。 将 培养 了 6 h 后 的 菌 液 按 5% 的 


接种 量 转 入 含 0.5% 牛 胆 盐 的 LB 培养 基 中 ， 对 照 组 不 添加 胆 盐 。 培 养 24 h 后 将 菌 液 梯度 稀 


释 后 涂 板 ， 每 个 梯度 2 个 重复 。 培 养 18 h 后 取出 平板 进行 活 菌 计数 并 计算 存活 率 ， 计 算 方 
法 同上 。 


1.2.3” 产 酶 试验 


1.2.3.1 产 淀粉 酶 试验 


B FIJ 
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按 文 献 [5] 进 行 ， 主 要 方法 如 下 : 用 无 菌 牙签 芯 取 单 菌落 点 种 于 淀粉 平板 上 ， 每 株 菌 3 


个 重复 点 ，1 个 纯 水 对 照 点 。 于 37 CC 培养 24 h 后 加 入 1 mL 的 碘 液 使 均匀 覆盖 平板 ，4 C 


静 置 10 min 后 分 别 测量 透明 圈 直 径 (D ) 及 菌落 直径 (d)，, 计算 透明 圈 直 径 / 菌 落 直 径 Dd) 
值 ， 取 平均 值 。 


1.2.3.2” 产 纤维 素 酶 试验 


按 文献 [6] 进 行 ， 主 要 方法 如 下 : 将 待 测 菌株 点 种 于 羧 甲 基 纤 维 素 钠 平板 上 ， 每 株 菌 3 


个 重复 点 ，1 个 纯 水 对 照 点 。 于 37 培养 24 h 后 ， 先 用 0.2% 刚 果 红 染色 30 min， 然 后 


HK 
URFA ZS 7K AL 1 mol/ L NaCl 彻底 洗 去 染 液 ， 每 次 洗 脱 时 间 为 5 min， 再 用 5% 酷 酸 固定 颜色 


5 min。 分 别 测 量 D 和 d， 计 算 D/d 值 ， 取 平均 值 。 


1.2.3.3 PAE ARA 


按 文献 [6@] 进 行 ， 主 要 方法 如 下 : KARRA TER FRE, RE 3 重复 点 ，1 个 


T 纯 水 对 照 点 。 于 37 CJ 48h 后 取出 。 分 别 测量 D 和 d， 计 算 Did 值 ， 取 平均 值 。 


= 1.2.4 分离 菌株 的 耐酸 与 耐 胆 盐 能 力 


N 为 了 筛选 到 更 适合 生产 应 用 的 菌株 , 将 能 产 3 种 酶 的 菌株 再 作 进一步 的 耐酸 性 分 析 , 测 


定 其 在 pH2.0、2.5、3.0 条 件 下 处 理 2h 后 的 存活 率 。 同 时 复 检 其 对 0.5% 胆 盐 的 耐 受 性 。 


1.2.5 生化 鉴定 


选择 3 种 产 酶 试验 中 D/d 值 大 于 1 且 D、d 值 大 于 2mm 的 菌株 进行 微生物 学 鉴定 。 


将 各 株 分 离 菌 在 LB 平板 培养 18 h, 挑 取 几 个 一 致 的 菌落 在 APISOCHB/E 培养 安放 中 种 


<=, 


Q 成 菌 悬 液 ， 浊 度 相 当 于 2 MCF。 贴 壁 加 1 滴 菌 悬 液 到 API50CH 试剂 条 的 每 个 反应 孔 中 ， 再 


加 1 滴 矿 物 油 进行 封闭 ， 放 置 于 37 CCHS, MWERA 24、48 h 小 时 的 生化 反应 结果 ， 
根据 API 细菌 生化 反应 鉴定 系统 判定 结果 具体 操作 方法 按说 明 书 进行 。 


1.2.6 16S rDNA 序列 分 析 


用 细菌 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 ， 按 照 革 兰 氏 阳 性 菌 基因 组 DNA 的 提取 方法 提取 各 菌 


株 的 基因 组 DNA 。 按 文献 [7] 进 行 PCR 扩 增 16S rDNA ， 引 物 为 27F : 


$-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3: 和 1492R: 5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’. PCR 


产物 送 擎 科 公 司 〈 北 京 ) 进行 双向 测序 。 


将 所 测序 在 NCBI 数据库 中 进行 BLAST 比 对 ， 获 得 相似 性 大 于 99% 的 菌株 及 序列 。 应 
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用 软件 MEGA 6.0 以 邻近 法 构建 系统 发 育 树 。 
1.2.7 ”统计 分 析 


运用 软件 SPSS 19.0 对 D/d 值 数据 进行 统计 分 析 ， 选 择 LSD 法 进行 多 重 比 较 ， 试 验 数 
据 以 平均 值 土 标准 差 表 示 ，P<0.05，P<0.01 分 别 表示 差异 显著 和 极 显 著 。 
2 结果 与 分 析 


将 9 个 样品 进行 80 它 水 浴 15 min 后 涂 板 ， 培 养 24h 共 挑 出 52 株 菌 。 将 这 些 菌株 和 参 


考 菌 株 S1-2 在 pH 3.5 条 件 下 处 理 2h， 在 0.5% 胆 盐 条 件 下 处 理 24h 后 ， 筛 选 出 耐酸 、 耐 胆 
盐 存 活 率 均 大 于 40% 的 细菌 共 13 株 ， 以 供 产 酶 能 力 的 检测 。 
2.1 产 酶 能 力 


采用 透明 


圈 法 定性 


检测 菌株 产 淀粉 酶 、 蛋 白 酶 、 纤 维 素 酶 的 能 力 ， 若 有 透明 圈 产 生 ， 则 


说 明 该 菌株 能 产生 该 酶 。D/d 值 反 映 了 产 酶 能 力 的 大 小 ， 若 Did 值 大 于 1， 则 表示 此 菌 具备 
向 胞 外 分 泌 该 酶 的 能 力 ，D/d 值 越 大 ， 产 酶 能 力 越 强 。 


A: 淀粉 酶 amylase; B: 纤维 素 酶 cellulase; C: 和 蛋白酶 protease; 


1: Pl.1-4; 2: P1.1-10; 3: P1.2-1; 4: P1.2-3; 5: P1.3-1; 6: P1.3-5; 7: P1.4-2 


1 产 酶 试验 结果 图 


Fig.1 Image of enzyme production experiment 


商品 化 参考 菌株 S1-2 及 7 株 分 离 菌 (P1.1-4、P1.1-10、P1.2-1、P1.2-3、P1.3-1、P1.3-S、 
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P1.4-2) 能 同时 产 淀粉 酶 、 纤 维 素 酶 和 蛋白 酶 〈 图 1) 。 各 菌 的 透明 圈 大 小 不 一 ， 初 步 说 明 
菌株 之 间 产 酶 能 力 存 在 差异 。 其 余 6 株 菌 因为 不 同时 表达 3 种 酶 ,未 在 文中 列 出 。 但 值得 一 
提 的 是 菌株 S1.1-10， 虽 然 不 产生 淀粉 酶 ， 但 其 产 蛋 白 酶 的 D/d 值 是 菌株 S1-2 的 3 倍 。 

量 各 菌株 的 D A d, 并 计算 两 者 的 比值 ， 由 3 次 试验 数据 计算 平均 值 与 标准 差 并 进行 
多 重 比较 ( 表 1) 。 由 表 1 可 知 ， 所 分 离 的 7 株 芽孢 杆菌 产 纤维 素 酶 水 平 与 S1-2 没有 显著 


ig 


Jl 


差异 (P>0.05) 。 就 淀粉 酶 而 言 ，P1.1-10、P1.2-1、P1.2-3、P1.3-1、P1.3-5 与 S1-2 没有 显 


BAR (P>0.05) ，P1.4-2 的 产 酶 量 显 著 低 于 S1-2 (P<0.05) ， 而 P1.1-4 的 产 酶 量 极 显著 


高 于 S1-2 (P<0.01)。 分 离 的 菌株 有 较 强 产 和 蛋白 酶 的 能 力 ， 其 中 P1.1-10、P1.3-1 产 酶 量 


S1-2， 差 异 极 显著 (P<0.01), P1.2-1, P1.2-3 产 酶 量 显 著 高 于 S1-2 (P<0.05)。 其 余 3 株 菌 与 


S1-2 没有 显著 差异 (P>0.05) 。 由 此 看 来 ， 没 有 一 株 菌 能 同时 高 产 3 种 酶 ， 所 以 今后 的 益 
生 菌 制剂 需要 采取 将 几 种 菌 配合 使 用 。 


表 1 透明 圈 直 径 / 菌 落 直径 值 


Table 1 The ratio of transparent circle diameter against colony diameter (D/d) 


TA PR Strains 淀粉 酶 Amylase 纤维 素 酶 Cellulase 和 蛋白酶 Protease 
S1-2 1.51+0.42^ 1.53+0.06 3.69+0.854Aa 
P1.1-4 2.03+0.305> 1.47+0.58 2.90+0.914# 
P1.1-10 1.56+0.16%# 1.79+0.06 7.90+0.5SBb 
P1.2-1 1.24+0.0842 1.81+0.02 6.0042.214° 
P1.2-3 1.12+0.0342 1.21+0.21 6.1041.284° 
P1.3-1 1.6440.07%2 1.60+0.12 6.56+0.768> 
P1.3-5 1.43+0.01%4 1.31+0.09 3.4140.24" 


P1.4-2 1.08+0.014° 1.29+0.08 2.28+0.4048 


同 列 数 据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05 ), 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 (P<0.01)， 


相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 CP>0.05) 。 


In the same column, values with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05), and with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01), while 


with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). 


2.2 ”对 酸性 条 件 及 胆 盐 的 耐 受 性 


动物 胃 中 的 pH 在 2.0~4.0 之 间 ， 食 物 在 胃 中 的 排 空 时 间 为 2 一 4 h。 我 们 进一步 考察 7 


N 


株 能 同时 分 泌 3 种 酶 的 细菌 在 pH 2.0. 2.5. 3.0 条 件 下 处 理 2 h 后 的 存活 率 。 随 着 pH 的 降 
低 ，7 株 菌 存活 率 有 不 同 程度 地 下 降 (图 2) ， 在 pH 2.0 极端 条 件 下 处 理 2 h 后 ， 仍 然 有 存 
活 细菌 (图 中 未 给 出 ) 。 这 7 株 菌 对 酸 的 耐 受 能 力 差 异 较 大 , P1.1-4 和 了 P1.4-2 耐 受 能 力 较 强 ， 
在 pH 3.0 时 有 较 高 存活 率 且 明显 大 于 参考 菌株 S1-2。 


经 0.5% 胆 盐 培 养 苛 处 理 2 h 后 ，S1-2、P1.2-3、P1.4-2 的 存活 率 分 别 为 33.6%、40.0%、 


84.4%。 其 他 5 株 菌 100% 存 活 ， 表 现 出 不 同 程度 地 生长 ， 其 中 P1.1-4 和 P1.2-1 的 菌 数 翻 了 
1 倍 (数据 未 显示 ) o 


120 
100 
2 80 4 
5 7 y 日 pH2.5 
5 60 4 4 四 pH3.0 
$ a YG y | 
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图 2 7 株 菌 在 不 同 pH 条 件 下 耐 受 2h 和 高 胆 盐 条 件 下 耐 受 24h 后 的 存活 率 


Fig2 The survival ratio of 7 isolates in different low pH for 2 h and high bile salt for 24 h 


2.3 生化 鉴定 及 16S rDNA 分 子 鉴定 


根据 API 鉴定 系统 ,将 P1.2-1 鉴定 为 B. stearothermophilus, P1.3-5 鉴定 为 B.licheniformis。 
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IRIE AIBA D- 龙 胆 二 糖 等 的 发 酵 反 应 并 不 一 致 , 系统 将 P1.1-4、P1.1-10、P1.2-3、P1.3-1、 
P1.4-2 及 S1-2 都 鉴定 为 B. subtilis R 3) 。API 鉴定 系统 还 规定 , 生化 反应 鉴定 百分率 Add) 


Urli 


EBT AE Es T 指数 表示 菌 的 典型 性 , T 指数 越 高 则 菌 越 


高 于 80% 才 有 意义 ， 若 低 于 80% 则 需 


典型 ,从 Id 值 及 T 指数 来 看 ,将 S1-2 鉴定 为 B. subtilis 属于 “ 极 好 ”的 鉴定 ,满足 Id 宇 99.9%， 


T 指数 三 0.75 的 条 件 ; 对 P1.2-3 及 P1.4-2 的 鉴定 属于 “很 好 ”， 满 足 99.0% <Id<99.8%, T 


指数 三 0.75 WA: 对 P1.3-1 鉴定 结果 为 基本 可 信 ， 其 他 鉴定 结果 属于 “好 ”， 满 足 90.9% 
总 之 ， 对 8 株 菌 的 鉴定 结果 是 有 意义 的 ， 是 可 信 的 。 


表 3 API 细菌 生化 鉴定 结 


tT 


<1d<98.9%, T 指数 兰 0.25 WAH 


Table 3 Results of API bacterial biochemistry characterization 


有 意义 的 分 类 单位 鉴定 百分率 
菌株 Strains 工 指数 T-index 
Meaningful classification unit Identification/% 
$1-2 Bacillus subtilis 99.9 0.79 
P1.1-4 Bacillus subtilis 98.1 0.77 
P1.1-10 Bacillus subtilis 99.9 0.49 
P1.2-1 Bacillus stearothermophilus 96.2 0.5 
P1.2-3 Bacillus subtilis 99.6 0.85 
P1.3-1 Bacillus subtilis 80.1 0.95 
P1.3-5 Bacillus licheniformis 97.2 0.83 
P1.4-2 Bacillus subtilis 99.6 0.82 


通过 对 7 株 备 选 株 的 16S rDNA 测序 进行 核 音 酸 序列 比 对 , 并 构建 系统 进化 树 ( 未 提供 
结果 显示 7 株 菌 的 16S rDNA 序列 均 与 芽孢 杆菌 相似 性 极 高 , 但 杂 缘 关系 较 近 的 种 与 生化 鉴 


WY 
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定 的 种 并 不 完全 一 致 。 如 表 4 所 示 , 5 S1-2.P1.1-10.P1.3-1 和 P1.4-2 最 近 的 种 是 B. subtilis, 


与 API 鉴定 结果 一 致 ， 其 他 4 株 菌 则 不 同 。 
表 4 16S rDNA 序列 比 对 结果 
‘Table 4 Results of 16S ribosomal DNA identification 
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S1-2 Bacillus subtilis (KT719632.1) 100 99 
P1.1-4 Bacillus tequilensis (KT982221.1) 99 99 
P1.1-10 Bacillus subtilis (KM365462.1) 99 100 
P1.2-1 Bacillus subtilis (GU902972.1) 99 100 
P1.2-3 Bacillus amyloliquefaciens (KT961125.1) 99 99 
P1.3-1 Bacillus subtilis (U902972.1)_ 99 99 
P1.3-5 Bacillus amyloliquefaciens (KC953598.1) 99 99 
P1.4-2 Bacillus subtilis (KF649246.1) 98 100 
3 Ww 论 


3.1 样品 来 源 

由 于 益生 戎 具有 种 属 特异 性 , 所 以 选用 猪头 便 作 为 芽孢 杆菌 的 分 离 材料 以 备 后续 猪 饲料 
添加 剂 之 用 。 据 Lu 等 四 报道 ， 运 用 454 焦 磷酸 测序 技术 比较 分 析 仔 猪 和 育肥 猪 在 饲 喂 天 然 
饲养 和 合成 饲料 时 肠 道 微生物 菌 群 结构 , 结果 表明 天 然 饲 养 条 件 下 肠 道 菌 群 种 类 更 为 丰富 且 
致 病菌 的 比例 更 低 。Alexopoulos 等 外 报道 ， 地 衣 芽 孢 杆菌 和 枯草 芽孢 杆菌 益生 菌 添加 剂 不 
仅 降 低 了 母 猪 产后 体重 又 减 的 幅度 ， 提 高 母 猪 产后 进食 率 和 产 奶 量 ， 降 低 母 猪 泌乳 障碍 综合 


征 的 发 生 率 ,而 且 减 少 了 仔 腹泻 的 发 生 ， 使 体重 增加 ， 并 最 终 提 高 了 仔猪 的 存活 率 。 对 于 芽 
孢 杆菌 的 抗菌 活性 ，Ye 等 (9 的 研究 结果 表明 肠 道 中 的 芽孢 杆菌 对 金黄 色 葡 区 球菌 、 大 上 肠 埃 
希 菌 、 志 次 氏 菌 等 都 有 不 同 程度 的 抑制 作用 ， 可 作为 主要 研究 菌 种 来 开发 。 所 以 本 次 试验 选 
择 偏 远 山区 农户 未 饲 用 混合 饲料 且 生 产 性 能 优 展 的 经 产 母 猪 , 拟 从 其 健康 的 肠 道 兰 群 中 分 离 
合作 饲料 添加 剂 的 益生 性 芽孢 杆菌 。 

3.2 ”耐酸 耐 胆 盐 能 力 分 析 


饲 用 益生 菌 中 的 乳酸 杆菌 、 链 球菌 等 角 肠 道 固有 菌 类 营养 要 求 较 高 ， 生 长 条 件 苛刻 ,不 
适用 于 工业 规模 化 生产 00。 而 芽孢 杆菌 营养 要 求 低 ， 培 养 条 件 简 单 ， 作 为 益生 菌 可 提高 饥 
料 的 消化 性 和 营养 价值 ， 且 对 胃酸 、 胆 汁 、 辐 射 等 恶劣 条 件 有 很 强 的 抵抗 力 ， 获 得 的 芽孢 休 
眠 体 稳定 性 能 好 ， 可 在 肠 道中 萌发 成 营养 细胞 参与 肠 道 菌 群 与 有 害 菌 竞 争 营养 和 生存 空间 ， 
并 可 刺激 免疫 系统 改善 宿主 功能 。 本 次 研究 筛选 的 7 株 能 同时 分 泌 淀 粉 酶 、 纤 维 素 酶 、 和 蛋白 
酶 的 菌株 对 pH 3.0 的 耐 受 性 能 达到 2h 内 30%~90% 的 存活 率 , HAE BE 0.5% 胆 盐 中 100% 


Fi 
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存活 ， 有 2 株 戎 还 能 继续 生长 繁殖 。 因 此 ， 这 几 株 瑚 作为 微生物 添加 剂 是 可 以 发 挥 生物 占 位 


和 生物 夺 氧 作用 的 。 


3.3 ” 产 酶 性 能 


所 有 菌株 产 淀粉 酶 与 纤 维 素 酶 的 能 力 普 所 较 低 ，D/d 值 在 1~2 左右 ，P1.1-4 最 大 ， 也 仅 
为 2.03。 令 人 可 喜 的 是 ， 有 4 株 分 离 菌 株 产 蛋白 酶 的 能 力 很 强 ，D/d 值 达到 6~7 之 间 ， 是 叶 


光 斌 等 外 报道 菌株 的 2~3 倍 。P1.1-10 分 离 株 产 重 白 酶 最 强 ，D/d 值 达到 10， 但 它 不 表达 深 
粉 酶 . 产 酶 透明 圈 的 大 小 不 能 完全 说 明 酶 活性 的 高 低 , 所 以 透明 圈 小 的 菌株 不 一 定 酶 活性 低 。 
从 这 次 试验 结果 来 看 , 健康 猪 肠 道 的 芽孢 杆菌 的 理化 特性 存在 很 强 的 多 样 性 , 不 同 菌 株 产 同 


一 种 酶 的 能 力 差 异 很 大 。 因 此 ， 调 节 肠 道 功 能 的 微 生 态 制 剂 ， 在 耐酸 耐 胆 盐 的 前 提 下 ， 要 绢 


AY 
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合 考 虑 其 产 酶 水 平 , 将 不 同 菌 株 按 适当 的 比例 配合 才能 达到 对 粗 蛋 白质 及 碳水 化 合 物 的 良好 
分 解 作 用 ， 尤 其 以 提高 粗 蛋 白质 的 消化 利用 率 最 重要 。 


3.4 生化 鉴定 和 分 子 鉴定 


对 于 优选 的 7 株 芽 胞 杆菌 , 我 们 采取 2 种 方法 进行 鉴定 。 其 一 是 用 梅里 埃 生化 试剂 条 进 


行 49 项 生化 反应 , 其 二 是 基于 16S rDNA 部 分 序列 的 分 子 鉴定 , 但 鉴定 结果 并 不 完全 一 致 ， 


仅 S1-2, P1.1-10, P1.3-1 和 了 P1.4-2 都 鉴定 为 B. subtilis. A SCAN KAA API 的 生化 鉴定 结果 ， 
今后 再 做 更 全 面 的 分 子 鉴定 。 生 化 鉴定 结果 与 分 子 鉴定 结果 不 相符 的 情况 经 常 发 生 , 原因 在 
于 16S rDNA 分 子 的 进化 与 用 于 酶 鉴定 的 管家 基因 的 进化 并 不 完全 同步 , 也 可 能 是 所 比 对 的 


16S rDNA 序列 长 度 有 限 ， 不 能 很 好 地 代表 菌株 的 遗传 信息 024。 从 这 次 试验 结果 来 看 ， 健 康 
猪 肠 道 的 芽孢 杆菌 存在 很 明显 的 生物 多 样 性 ,但 也 存在 菌 群 优势 , 本 试验 分 离 到 5 株 枯 和 草 芽 


TUFF 1 株 嗜 热 脂 肪 芽孢 杆菌 ，1 PRS AR LAT Pa. 


孢 杆菌 ， 其 中 有 9 株 为 枯草 芽 他 杆菌 。 据 此 初步 认为 相 草 芽 亿 杆菌 为 猪 肠 道 的 优势 芽孢 菌 。 


4 结 论 
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本 研究 通过 高 温 、 耐 酸 和 耐 胆 盐 试验 分 离 对 低 pH 和 高 胆 盐 都 有 良好 耐 受 性 的 菌株 ， 再 


外 酶 的 优势 菌株 ， 经 生化 反应 和 16S rDNA 分 子 鉴定 
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通过 选择 性 培养 基 透 明 圈 试 验 从 中 筛选 到 7 PRE TY NY Ue E AAKER S 种 胞 
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Isolation, Identification and Biological Characterization of Bacillus spp from Swine! 
JIANG Jiaxuan! WANG Shujing REN Zhihong DU Huamao”* 

C1. College of Biotechnology, Southwest University, Chongqing 400715, China; 2. National 
Institute for Communicable Diseases Control and Prevention Chinese Center for Disease Control 
and Prevention, State Key Laboratory for Infectious Disease Prevention and Control, Beijing 
102206, China) 

Abstract: The aim of this project was to isolate Bacillus spp with good performance from the 
normal intestinal flora of healthy swine, and to improve the feed utilization rate, reduce the 
infection of pig digestive tract and reduce the use of antibiotics. The feces specimen were 
collected from local back-yard cows which never feed with manufactured feeds, and the Bacillus 
spp with acid and bile salt tolerance was isolated from fresh feces. The isolates were then tested 
for the production potency of amylase, cellulose and protease on specific agar plates. The strains 
were identified by biochemical assays and 16s rDNA sequence alignment analysis. The results 
showed that 7 Bacillus strains were isolated which could secrete amylase, cellulose and proteinase. 
The survival ratios of Bacillus strains in pH 3.0 for 2 hours were 30% to 90%, and in 0.5% bile 
salt for 4 hours were 40% to 100%. The strains were identified as Bacillus stearothermophiluc (1 


strain), Bacillus licheniformis (1 strain) and Bacillus subtilis (5 strains) by biochemical 
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identification and molecular identification, respectively. In conclusion, it selects 7 strains 
identified Bacillus spp, which have good tolerance in low pH and high bile salt conditions, and the 
strains can secrete amylase, cellulose and proteinase. 

Key words: probiotics; Bacillus spp; biochemical identification; 16S rDNA; enzyme production 
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